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ABSTRAKT 
Bakalářská práce je zaměřena na problematiku sulfonamidových antibiotik v životním 
prostředí. Antibiotika se používají pro prevenci a léčbu infekčních onemocnění u lidí i zvířat. 
Po podání léčiv dochází k jejich průniku prostřednictvím moči a výkalů na čistírny odpadních 
vod, kde mohou přecházet do kalů nebo se mohou vyskytovat ve vyčištěné odpadní vodě. 
Mohou tedy vstupovat do jednotlivých složek životního prostředí (voda, sediment). V případě 
veterinární medicíny léčiva pronikají do životního prostředí přímo nebo prostřednictvím hnoje 
a mohou kontaminovat půdu a podzemní vodu.   
V rámci předložené práce byla vypracována a optimalizována metoda pro stanovení 
vybraných sulfonamidů v sedimentech a kalech z čistíren odpadních vod. Následně byla 
vypracovaná metoda použita pro stanovení vybraných analytů v reálných vzorcích sedimentu 
a kalu. Pro optimalizaci byly vybrány tři extrakční metody, a to zrychlená extrakce 
rozpouštědlem, mikrovlnná extrakce a extrakce ultrazvukem. Pro přečištění byla použita 
metoda SPE. Léčiva byla analyzována pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s 
detektorem diodového pole. 
 
ABSTRACT 
The aim of the bachelor’s thesis was a method optimalization for extraction of 
sulfonamides from sediment and sewage sludge samples from wastewater treatment plants. 
This optimized method was used for analyzing sulfonamides in real soil and sewage sludge 
samples. Antibiotics are commonly used as a prevention and medicament for human and 
animals. Drugs and their residues enter to wastewater treatment plants within excrements and 
then they can be a part of sewage sludge or they can occur in treated water. It can also enter 
environment as a part of soils or sediments.  
Three extraction methods were chosen for optimizing; a pressurized solvent extraction, a 
microwave-assisted extraction and an ultrasonic extraction. Extracts were cleaned by solid 
phase extraction and analysed by liquid chromatography with diode array detector. 
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1. ÚVOD 
Léčiva jsou chemické substance, které člověk intenzivně využívá, protože jsou aplikována 
k léčbě a prevenci nemocí u lidí i u zvířat. Jejich široké použití způsobilo, že léčiva byla 
zařazena mezi tzv. prioritní organické polutanty (POPs), které je nezbytné sledovat ve všech 
složkách životního prostředí. Nejvíce reziduí léčiv bylo detekováno ve vodním ekosystému. 
Nejčastěji se zde vyskytují antibiotika a také analgetika. Antibiotika jsou léčiva aplikovaná při 
léčbě bakteriálních onemocnění.  
Antibiotika tvoří důležitou skupinu léčiv. Mezi často používaná antibiotika patří také 
sulfonamidy, které se často podávají v  kombinaci s  trimethoprimem, který patří mezi  
diaminopyrimidinová antibiotika. Po požití léčiva dochází v  organismu prostřednictvím 
tělních tekutin k  jeho distribuci a následně také k biotransformaci, při které mohou vzniknout 
metabolity léčiva, které mohou buď tvořit toxičtější produkty, nebo naopak mohou ztratit 
svoji schopnost léčit. 
Jednou z nejvýznamnějších skupin antiinfekčních léčiv jsou sulfonamidová antibiotika. Po 
podání a vstřebání léčiva v organismu dochází k jeho vylučování, a to především 
prostřednictvím moči a výkalů. Léčiva aplikovaná na léčbu člověka odchází z těla spolu 
s exkrementy a močí a takto se dostávají na čistírnu odpadních vod. V čistírně odpadních vod 
(ČOV) nejsou často zcela eliminována a prostřednictvím přečištěné vody, vypouštěné do 
vodních toků, se stávají hlavním zdrojem kontaminace. Ve vodním prostředí pronikají 
především do vody a sedimentů. Léčiva, a to zejména ta, která mají částečný lipofilní 
charakter, pronikají často do kalů. Pokud jsou léčiva používána ve veterinární medicíně, 
mohou se do složek životního prostředí dostat buď přímo, nebo případně jako součást 
močůvky a hnoje. Důsledkem této kontaminace je možný výskyt léčiv v půdě a v podzemní 
vodě. Antibiotika a jejich rezidua mohou pak mít negativní vliv na životní prostředí. Proto je 
jejich sledování v jednotlivých složkách ekosystému nezbytné.  
Předmětem předložené bakalářské práce bylo zjistit, zda jsou antibiotika schopna se 
sorbovat na čistírenské kaly, které mohou být použity ke zlepšení půdních vlastností. 
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2. TEORETICKÁ ČÁST 
2.1. Antimikrobiální látky 
Antibakteriální látky neboli antibiotika (ATB), případně antimikrobní chemoterapeutika, 
jsou skupinou léčiv, zahrnujících látky přírodní, semisyntetické i syntetické [1]. Jedná se o 
substance používané k léčbě infekčních onemocnění způsobených převážně bakteriemi nebo 
plísněmi. V dnešní době pojmem antibiotikum označujeme látku, která při podání do 
organismu působí proti nežádoucím mikroorganismům, přičemž je zároveň relativně 
netoxická vůči makroorganismům [2]. Jejich účinkem jsou mikrobiální buňky buď 
usmrcovány, nebo je zastaven jejich růst a rozmnožování [3]. 
2.1.1. Historie antibiotik 
V roce 1864 Francouzská akademie věd oficiálně přijala teorii Louise Pasteura o původu, 
způsobu života a rozmnožování bakterií. Přijetím Pasteurových poznatků se začalo zkoumání 
„neviditelné“ přírody, mikroorganismů, a to především bakterií. Koncem 19. století byla 
rovněž přijata teorie o infekčním původu nemocí a tím začalo období hledání léků, které by 
byly schopné zastavit bakteriální infekci [4]. 
Prvním člověkem, který objevil, že určité živé mikroorganismy mohou produkovat látky, 
jež hubí jiné mikroorganismy, byl v roce 1889 Francouz Paul Vuillemin. Nejzásadnější objev 
v antibakteriální léčbě však učinil v roce 1928 britský vědec Alexandr Fleming, když 
zaznamenal, že produkt určitého druhu plísně způsobil zničení kolonií stafylokoka; tímto 
produktem byl penicilin [4]. 
První veřejné pokusné nasazení penicilinu jako jediného dosud známého antibakteriálního 
léku proběhlo v roce 1942 po požáru v Bostonu, kdy byl preparát použit pro potlačení infekcí 
popálenin u stovek zraněných lidí. Po této události byla zahájena jeho velkovýroba a zároveň 
se zintenzivnil výzkum a vývoj dalších antibiotik [4]. 
Mezi jedny z nejstarších a nejdůležitějších antibiotik patří sulfonamidy. Sulfonamidy byly 
poprvé vyrobeny jako vedlejší produkt při výzkumu barviv (Dr. Domagk, 1935 Německo) [5]. 
Do terapeutické praxe byly zavedeny ve druhé polovině 30. let. 20. století. Jejich objevení 
způsobilo převrat v léčení řady bakteriálních infekcí, ovšem poměrně brzy byly vytlačeny 
jinými typy antibiotik. V současné době se však začaly znovu hojněji používat, a to především 
z důvodů vzniku rezistence bakterií vůči mnoha jiným druhům antibiotik, a také díky objevu 
zesíleného terapeutického účinku při kombinaci sulfonamidů s trimethoprimem [6].  
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2.1.2. Rozdělení antibiotik 
Antibiotika se rozdělují podle mnoha kritérií, například: 
1. Podle charakteru účinku: 
a) baktericidní – hubí přítomné bakterie (např. peniciliny, cefalosporiny), 
b) bakteriostatická – zastavují množení bakterií (např. sulfonamidy, tetracykliny, 
makrolidy). 
 Některá antibiotika s bakteriostatickými účinky mohou mít ve vyšších koncentracích 
i účinky baktericidní [7]. 
2. Podle způsobu přípravy: 
a) přirozená – produkována přímo živými mikroorganismy, 
b) semisyntetická – základní molekula přirozeného ATB je nahrazena 
chemickým ekvivalentem, 
c) syntetická – vzniklá chemickou syntézou podle struktury přirozeného ATB 
[8]. 
3. Podle místa účinku: 
a) celková (perorální – antibiotika podávaná ústy a vstřebávaná z trávicího traktu, 
parenterální – aplikovaná injekčně či inhalací), 
b) lokální (aplikovaná místně – přímo na postižené místo na kůži) [8, 9]. 
4. Podle rozsahu působení na bakteriální kmeny jsou to antibiotika: 
a) s úzkým spektrem – postihují jen málo bakteriálních kmenů (např. peniciliny), 
b) s širokým spektrem – jsou schopny postihnout mnoho bakt. kmenů (např. 
tetracykliny, sulfonamidy) [10]. 
2.1.3. Mechanismus účinku antibiotik 
Mechanismus účinku antibiotika vyjadřuje způsob, jakým antibiotikum zasahuje 
do syntézy makromolekul bakteriální buňky [1]. Mechanismus účinku určuje jak spektrum 
účinku antibiotik, tak také jejich aktivitu [3]. Podle místa (a tedy způsobu) zásahu bakteriální 
buňky, lze antibiotika rozdělit do několika skupin: 
1. Inhibice syntézy buněčné stěny – antibiotikum se naváže na enzymy, které katalyzují 
syntézu buněčné stěny. V důsledku toho se bakteriální buňka přestane dělit. Takto působí 
například peniciliny, cefalosporiny, monobaktamy [1, 3]. 
2. Porušení cytoplazmatické membrány – bakteriální buňka ztrácí integritu a selektivní 
permeabilitu. Takový mechanismus účinku mají polyeny (amfotericin B, nystatin), 
polymyxiny a imidazoly [1, 3]. 
3. Inhibice proteosyntézy – antibiotikum zasahuje různá místa na ribozomech a brání 
syntéze buněčných bílkovin. Příkladem takto působících antibiotik jsou makrolidy, 
tetracykliny, aminoglykosidy [1, 3]. 
4. Inhibice syntézy nukleových kyselin – antibiotikum inhibuje DNA-gyrázu nebo RNA-
polymerázu; inhibice probíhá při replikaci DNA nebo transkripci. Mezi takto působící 
antibiotika patří chinolony, rifampicin, pyrimetamin [1, 3]. 
[10] 
 
5. Inhibice metabolismu bakteriální buňky – dochází k blokaci syntézy kyseliny listové 
z  kyseliny p-aminobenzoové v organismu bakteriální buňky [1]. Tento mechanismus účinku 
je typický pro sulfonamidová a dipyrimidinová antibiotika. Mechanismus jejich působení 
vychází z faktu, že sulfanilamid, jako základní strukturní jednotka sulfonamidů, je 
strukturálně blízký kyselině p-aminobenzoové (PAB), která je nezbytná pro syntézu kyseliny 
tetrahydrolistové [2]. Kyselina tetrahydrolistová je koenzymem transferu uhlíkatých zbytků, 
nezbytných pro biosyntézu aminokyselin. Sulfonamidy blokují syntézu kyseliny listové již 
v úvodní fázi, kdy se navážou (namísto PAB) na enzym dihydropteroát-syntetasu a zabrání 
tak reakci se substituovaným dihydropteridinem (z něhož vychází biosyntéza kyseliny listové) 
[11]. Další kroky vedoucí k syntetizování kyseliny listové potom nemohou proběhnout. 
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Obr. 1: Schéma prvního kroku biosyntézy kyseliny tetrahydrolistové [11]. 
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Obr. 2: Podobnost ve struktuře PAB a sulfanilamidu [5]. 
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Obr. 3: Schematické znázornění mechanismu účinku antibiotik v bakteriální buňce [7]. 
2.1.4. Farmakokinetika 
Farmakokinetika se zabývá působením organismu na léčivo. V organismu po podání 
léčiva probíhají procesy, které vedou ke změně jeho koncentrace v čase. Mezi tyto procesy 
patří především absorpce léčiva po podání, jeho distribuce v organismu, biotransformace 
a eliminace z organismu [1, 6].  
2.1.4.1. Absorpce 
Léčivo může v organismu působit pouze tehdy, jestliže se absorbuje z místa podání 
do krevního řečiště. Absorpci léčiva významně ovlivňuje forma podání léku. V kapitole 2.1.2 
je uvedeno rozdělení antibiotik podle místa účinku (způsobu podání) na antibiotika lokální 
[12] 
 
a celková. Při lokální aplikaci léčiva se potřebná koncentrace farmaka nachází pouze v místě 
podání, zbytek organismu není působení léčiva vystaven. Při celkové aplikaci dochází 
k interakci celého organismu s léčivem. Rychlost absorpce léčiva odpovídá rychlosti jeho 
příjmu za jednotku času [9]. 
2.1.4.2. Transport a distribuce 
Krevním oběhem se léčivo může transportovat prakticky po celém organismu. 
Po průchodu krevním řečištěm lék krev opouští a distribuuje se do tkání a orgánů. Farmaka se 
většinou v organismu nerozdělují rovnoměrně. Část se jich rozpustí v krevní plazmě, buněčné 
tekutině a mezibuněčném prostoru. Mohou se však také navázat na různé struktury, například 
v krvi na plazmatické proteiny nebo červené krvinky, ve tkáních na receptory, mohou 
pronikat do tukových vakuol nebo kostí. Vázaný podíl léčiva již nemůže nikam difundovat, 
a tudíž nemůže obsadit místa účinku. Pro terapii (i následnou eliminaci léčiva z organismu) je 
proto důležitý volný podíl léku. Ze stejného důvodu je nutné, aby byly léčivé látky buď 
rozpustné ve vodě, nebo schopné navázat se na bílkoviny krevní plazmy [6, 9]. 
2.1.4.3. Biotransformace a vylučování 
Léčiva jsou v těle vystavena působení mnoha biochemických reakcí, které způsobují 
jejich biologickou přeměnu neboli biotransformaci. Cílem biotransformace je přeměnit léčivo 
na látku lépe rozpustnou ve vodě, a tím snadněji vyloučitelnou z organismu. K eliminaci 
léčiva z těla může dojít dvěma způsoby: buď se látka vyloučí v nezměněné podobě, nebo se 
vyloučí její metabolit vzniklý biotransformací. Mnohé látky se vylučují částečně v původní 
podobě a částečně přeměněné. Schopnost eliminace látky z organismu se vyjadřuje veličinou 
nazývanou poločas eliminace. Tato veličina je definována jako doba, za kterou klesne 
koncentrace léčiva v organismu na polovinu. Léčiva se vylučují především ledvinami do moči 
a střevní sliznicí nebo žlučí do stolice. Celková anestetika se vylučují plícemi [1, 6, 9]. 
2.1.4.4. Farmakokinetika sulfonamidů 
Sulfonamidy se vstřebávají v žaludku a tenkém střevě. Největší sérové koncentrace byly 
zaznamenány 4 – 6 hodin po podání. Koncentrace ve tkáních jsou vyšší v játrech, plicích, 
svalovině, nižší naopak v kostech, střevní sliznici a mozku [12]. Vylučují se především 
ledvinami. Některé sulfonamidy jsou v ledvinách zpětně vstřebávány, z  čehož vyplývá, že 
jednotlivé sulfonamidy mají odlišný poločas eliminace [11]. 
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Tab. 1: Rozdělení účinnosti sulfonamidů podle poločasu eliminace [11]. 
Sulfonamidy účinkující Doba účinku  
krátkodobě 2 – 6 h sulfacetamid, sulfathiazol, sulfisoxazol, 
sulfamethizol, sulfakarbamid, sulfisomidin 
střednědlouze 6 – 20 h sulfamethoxazol, sulfamoxol, sulfadiazin 
dlouhodobě 24 – 70 h sulfamethoxydiazin, sulfamethoxin, 
sulfaperin 
ultradlouze až 180 h sulfadoxin, sulfalen 
2.1.5. Dávkování  
Optimální dávkování antibiotik je definováno jako dosažení maximálního účinku v boji 
proti infekci při současné minimalizaci poškození samotného organismu nebo vzniku 
nežádoucích účinků. Dnes rozšiřující se metodou dávkování antibiotik je podávání maximální 
dávky ATB, jakou dovolí stav pacienta, a to po krátký časový úsek [13]. Většinou stačí léčba 
ještě 2 – 3 dny po úpravě stavu pacienta. Dávkování konkrétních ATB je třeba dodržet podle 
doporučení lékaře [8]. 
2.1.6. Kombinace antibiotik  
U některých infekčních onemocnění může dojít k  tomu, že léčba pouze jedním 
antibiotikem není dostatečně účinná. V  takovém případě je možné přistoupit k  léčbě 
kombinací více antibiotik (dvou, výjimečně tří různých preparátů). Cílem takového postupu je 
dosáhnout vyššího účinku, než by bylo dosaženo při použití každého přípravku zvlášť. 
Neznamená to ovšem, že kombinace více antibiotik najednou musí vždy usmrtit daný 
mikroorganismus „lépe“ než každé antibiotikum zvlášť. Příkladem vhodné kombinace 
antibiotik je Sulfamethoxazol v kombinaci s trimethoprimem =  Cotrimoxazol [13]. 
2.1.7. Toxicita 
Toxicita užívaných ATB by měla být co nejnižší; to znamená, že antibiotika by měla 
účinkovat pouze proti patogenním mikroorganismům, neměla by účinkovat proti střevní 
mikroflóře nebo poškozovat vlastní buňky organismu [13]. Toxické účinky léčiv jsou 
charakterizovány jako nežádoucí účinky, které se mohou projevit u každého pacienta, pokud 
je podaná dávka léčiva dostatečně vysoká [9]. 
Mírou toxicity je stanovení LD50 v mg/kg, jejíž hodnoty pro vybrané skupiny ATB jsou 
uvedeny v Tab. 2. Z tabulky je patrné, že toxicita jednotlivých skupin antibiotik se většinou 
pohybuje ve velkém rozmezí hodnot.  
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Tab. 2: LD50 v mg na kg váhy u některých skupin antimikrobních látek [14]. 
Antimibrobiální léčivo LD50 [mg/kg] 
makrolidy, linkosamidy 2 – 3 000 
peniciliny, cefalosporiny 5 – 10 000 
aminoglykosidy 100 – 300 
tetracykliny, chloramfenikol 1 – 2 000 
sulfonamidy, kotrimoxazol 5 – 10 000 
nitroimidazoly 1 000 – 2 000 
fluorochinolony 5 000 
2.1.8. Nežádoucí účinky 
Každé antimikrobní léčivo může způsobit nežádoucí účinky. Antibiotika mohou (přímo či 
nepřímo) působit toxicky na organismus, mohou poškozovat jeho imunitu nebo způsobovat 
rezistenci na tato léčiva [14]. Nejrozšířenějšími nežádoucími účinky, které antibiotika 
vyvolávají, jsou alergické reakce organismu. Ty se projevují zejména postižením kůže 
a respiračními obtížemi. Mezi další rozšířené nežádoucí účinky patří nauzea, zvracení. 
U některých druhů ATB se mohou vyskytnout i vážnější komplikace (např. poškození jater, 
ztráta sluchu, poškození plodu v těhotenství) [13]. Nejčastějšími nežádoucími účinky 
sulfonamidových antibiotik jsou kožní alergie. Závažností nežádoucích účinků se 
sulfonamidy nijak neliší od jiných antibiotik [14]. 
2.1.9. Bakteriální rezistence 
Rezistence je schopnost mikroorganismu (bakterie) odolávat účinku inhibiční koncentrace 
antimikrobiální látky [3, 15]. To znamená, že antibiotikum, vůči kterému byl daný kmen 
bakterie původně citlivý, už neúčinkuje; znamená to, že mikroorganismus se stal rezistentním. 
Rezistence vzniká různými mechanismy. Její vznik a míra závisí jak na struktuře antibiotika, 
tak také na stavbě bakteriální buňky a její schopnosti vytvořit enzymy, které potlačují účinek 
antimikrobního preparátu [13, 15].  
Existují dva typy rezistence: 
1.  Rezistence primární – rezistence geneticky podmíněná. Jedná se o přirozenou 
odolnost bakterie vůči antibiotiku. Příkladem takového druhu mohou být bakterie, které samy 
antimikrobní látky produkují [15]. 
2.  Rezistence sekundární – rezistence získaná působením antibiotika na původně citlivé 
bakteriální kmeny. Tento typ rezistence je závažným medicínským problémem. Antibiotika, 
která v minulosti na určitý bakteriální kmen působila, jsou dnes neúčinná, a proto je třeba 
vyvíjet stále nové druhy antibiotik. Rezistence vzniká zpravidla při dlouhodobé léčbě 
antibiotiky [15]. 
[15] 
 
Sekundární rezistence může být nevratná – permanentní (způsobují ji převážně 
sulfonamidy a isoniazid), nebo může z  bakteriální populace postupně vymizet. Získaná 
rezistence může vymizet v případě, že se v celkově rezistentní bakteriální populaci nachází 
citliví jedinci, kteří se množí rychleji, než jedinci rezistentní, a jež po čase nad rezistentními 
buňkami převládnou (tzv. Welschův fenomén) [15]. 
2.1.10. Antibiotika v životním prostředí 
Antibiotika pronikají do životního prostředí v největší míře odpadními vodami 
z výrobních procesů a splaškovými odpadními vodami. Rezidua léčiv jsou přítomna 
v lidských exkrementech, v moči a výkalech. Odpadní vody jsou čištěny v čistírnách 
odpadních vod (ČOV), odkud jsou po přečištění vypouštěny do povrchových vodních toků. 
Léčiva z odpadních vod nejsou v ČOV odstraněna a mohou proto proniknout do životního 
prostředí. Dalšími rozšířenými cestami průniku ATB do životního prostředí je např. likvidace 
nepoužitých léčivých přípravků nebo náhodný únik při výrobě a distribuci léčiv [16]. 
Antibiotika se používají nejen k léčbě lidských onemocnění, ale jsou také rozšířena 
ve veterinárním lékařství, převážně pak pro léčbu chorob dobytka a drůbeže nebo jako 
prevence nemocí ryb. Po požití antibiotik jsou jejich rezidua přítomna ve zvířecích 
exkrementech [17]. Hnůj vzniklý z kontaminovaných exkrementů může být použit na hnojení 
zemědělské půdy. V tomto případě pak dochází k  průniku antibiotik do půdy. Následně 
rezidua pronikají do rostlin a tím do potravního řetězce, případně se mohou vyluhovat do 
podzemní vody [16, 18]. Analogická situace nastává, pokud je kal z čistíren odpadních vod 
použit pro regeneraci půd [16]. 
Rezidua antibiotik pronikají do životního prostředí buď v nezměněné podobě, nebo jako 
biologicky aktivní metabolity. Nepřetržitý tok reziduí léčiv do životního prostředí má 
za následek jejich kumulování v přírodě. Léčiva pak mohou mít negativní vliv na vodní 
i suchozemské organismy [16]. 
Největším problémem zapříčiněným zvyšujícím se používáním antibiotik a jejich 
přítomností v životním prostředí je bakteriální rezistence. Některé bakterie se dokážou 
„naučit“ překonat vliv antibiotik a stávají se tak rezistentními vůči těmto látkám [18]. 
Mnohé studie popisují výskyt reziduí ATB používaných na rybích farmách v sedimentech 
vodních nádrží. Rezidua některých sulfonamidů a trimethoprimu byla nalezena dokonce 
i v mořských sedimentech [18]. 
2.2. Sulfonamidy 
Sulfonamidy patří do skupiny uměle vyrobených antimikrobních chemoterapeutik. Působí 
bakteriostaticky a širokospektrálně. Dobře se vstřebávají ze střevního traktu. Jedná se 
o antibiotika relativně málo toxická, která ale mohou v organismu vyvolat vážné nežádoucí 
účinky [3, 15]. Mezi nejčastější nežádoucí účinky patří kožní alergie. 
Sulfonamidy jsou svou strukturou podobné kyselině p-aminobenzoové (PAB). 
Antimikrobiální spektrum sulfonamidů zahrnuje streptokoky, pneumokoky, meningokoky, 
hemofily, chlamydie, nokardie a jiné bakteriální kmeny [1, 12]. 
[16] 
 
2.2.1. Chemická struktura 
Základní strukturní jednotkou sulfonamidů je sulfanilamid, který byl v počátcích užívání 
sulfonamidů také účinnou látkou.  
NH2 S
O
O
NH2
 
Obr. 4: Strukturní vzorec sulfanilamidu. 
Později se zjistilo, že různé jeho deriváty jsou mnohem účinnější. Nejrozšířenějšími 
deriváty jsou N(1)-sulfonamidy, které mají substituovaný sulfamoylový dusík.  
2.2.2. Analyzované sulfonamidy 
Pro analýzu sulfonamidů v sedimentech a čistírenských kalech bylo vybráno několik 
zástupců N(1)-sulfonamidů. Předpokladem výběru bylo jejich hojné využívání k léčbě, a proto 
je pravděpodobná jejich vysoká koncentrace v životním prostředí.  
2.2.2.1. Sulfamerazin (SMR) 
Sumární vzorec: C11H12N4O2S 
Systematický název: 4-amino-N-(4-methylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid 
Sulfamerazin bílý, nažloutle bílý nebo narůžověle bílý krystalický prášek. Velmi těžce 
rozpustný ve vodě, špatně rozpustný v ethanolu, mírně rozpustný v acetonu. Rozpouští se 
ve zředěných minerálních kyselinách či v roztocích hydroxidů. Teplota tání je 235 °C [19]. 
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Obr. 5: Sturkturní vzorec sulfamerazinu. 
2.2.2.2. Sulfamethazin (SMT) 
Sumární vzorec: C12H14N4O2S 
Systematický název: 4-amino-N-(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)benzen-1-sulfonamid 
Sulfamethazin je bílý nebo nažloutlý krystalický prášek. Těžce rozpustný ve vodě, 
v ethanolu a vodném roztoku acetonu je rozpustný za zvýšené teploty. Rozpouští se 
v minerálních kyselinách a v roztocích hydroxidů. Teplota tání je 196 – 200 °C. V humánním 
lékařství se v ČR dnes již nepoužívá, ovšem je široce rozšířen jako veterinární léčivo [3, 20]. 
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Obr. 6: Strukturní vzorec sulfamethazinu. 
2.2.2.3. Sulfamethoxazol (SMX) 
Sumární vzorec: C10H11N3O3S 
Systematický název: 4-amino-N-(5-methylisoxazol-3-yl)benzen-1-sulfonamid 
Sulfamethoxazol je bílý (nebo téměř bílý) krystalický prášek. Je prakticky nerozpustný 
ve vodě, lehce rozpustný v acetonu, mírně rozpustný v ethanolu. Rozpouští se ve zředěných 
kyselinách a ve zředěných roztocích hydroxidu sodného [19]. Používá se především 
v kombinaci s trimethoprimem; kombinovaný lék má název „cotrimoxazol“ a používá se 
zejména při infekcích respiračního a močového systému [2]. 
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Obr. 7: Strukturní vzorec sulfamethoxazolu. 
2.2.2.4. Sulfapyridin (SPY) 
Sumární vzorec: C11H11N3O2S 
Systematický název: 4-amino-N-pyridin-2-ylbenzen-1-sulfonamid  
Sulfapyridin je bílý nebo nažloutlý krystalický prášek. Je těžce rozpustný ve vodě. 
Rozpouští se ve zředěných minerálních kyselinách a v roztocích hydroxidů. Účinkuje 
na fibrinózní pneumonii, meningitidu, úplavici. Už v 50. letech se vzhledem k nežádoucím 
účinkům a špatné rozpustnosti začal v humánním lékařství nahrazovat sulfamethazinem [20]. 
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Obr. 8: Strukturní vzorec sulfapyridinu. 
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2.2.2.5. Sulfathiazol (STZ) 
Sumární vzorec: C9H9N3O2S 
Systematický název: 4-amino-N-(thiazol-2-yl)benzen-1-sulfonamid  
Sulfathiazol je bílý nebo nažloutlý krystalický prášek. Je prakticky nerozpustný ve vodě, 
těžce rozpustný v ethanolu. Rozpouští se ve zředěných minerálních kyselinách a v roztocích 
alkalických hydroxidů [19]. Používá se k lokální léčbě očních infekcí a k léčbě infikovaných 
popálenin a bércových vředů [2, 3]. 
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Obr. 9: Strukturní vzorec sulfathiazolu. 
2.3. Postupy používané pro stanovení léčiv 
Základním požadavkem pro analytický postup je dosažení spolehlivých výsledků. 
Správný postup při analýze zahrnuje správný odběr vzorku, jeho transport a uchování, 
přípravu vzorku k analýze, správnou volbu analytické metody a vlastní analýzu [21].  
2.3.1. Odběr, transport a uchování vzorku 
Správný odběr vzorku zahrnuje činnosti vedoucí k získání reprezentativního vzorku. 
Reprezentativní vzorek je takový vzorek, u kterého se dá předpokládat, že pomocí jeho 
charakteristiky je možné charakterizovat celek, ze kterého byl vzorek odebrán. Odběr vzorku 
se skládá ze tří částí: z přípravné části, vlastního odběru a úpravy vzorku a jeho uchování 
a transportu do laboratoře [21]. 
Základním krokem přípravy k odběru vzorků je vypracování plánu vzorkování, tj. určit, na 
jakém místě, v jakém množství a v jakých časových intervalech bude vzorek odebírán; dále je 
třeba vypracovat postup vzorkování a rozhodnout, jaké prostředky budou k  vzorkování 
použity. Po provedení vlastního odběru vzorku je třeba zajistit úpravu vzorku, jeho uchování 
a transport do laboratoře tak, aby nedošlo ke změně jakosti vzorku [21]. 
Vzorky čistírenských kalů se odebírají z kontejnerů, do kterých se kaly ukládají po 
odvodnění. Sedimenty je možné odebírat dvěma způsoby:  
1. „na vodě“ – sedimenty se odebírají z břehu, ve větších hloubkách z lodi pomocí 
pístových vzorkovačů, drapáků, nebo rašelinových sond. 
2. „na suchu“ – sedimenty se odebírají po vypuštění vody z nádrže. Pokud je sediment 
dostatečně odvodněný, je takové vzorkování snazší [21]. 
[19] 
 
Nesprávně provedený odběr vzorku bývá příčinou zkreslení výsledků analýzy, nebo jejich 
úplného znehodnocení [21]. 
 
 
Obr. 10: Znázornění jednotlivých kroků postupu při analýze léčiv [22]. 
2.3.2. Příprava vzorku k analýze 
Příprava vzorku k analýze bývá při analýze léčiv v sedimentech a čistírenských kalech 
nejsložitějším krokem analytického postupu. Vzorek je zpravidla třeba nejprve vysušit, 
zhomogenizovat, případně přesítovat. Dále následuje extrakce léčiv z  pevné matrice, která 
může být provedena pomocí ultrazvuku (USE), zrychlené extrakce rozpouštědlem (PSE) nebo 
mikrovlnné extrakce (MAE). Po extrakci je někdy třeba do postupu začlenit krok filtrace. 
V některých případech je potřeba extrakt ještě přečistit a zkoncentrovat, což se provádí 
zpravidla metodou extrakce tuhou fází (SPE) [21, 23, 24]. 
[20] 
 
2.3.2.1. Zrychlená extrakce rozpouštědlem (PSE) 
Zrychlená extrakce rozpouštědlem (PSE) je nekomplikovaná a kompletní extrakční 
technika s  jednoduchým pracovním postupem. Používá se převážně pro extrakci stálých 
a mírně nestálých organických sloučenin z pevných matric. Využívá zvýšeného tlaku 
(obvykle přes 200 bar) a zvýšené teploty (obvykle přes 200 °C). PSE technika má mnoho 
výhod, mezi které patří krátká doba extrakce a malá spotřeba rozpouštědla. Také není nutná 
následná filtrace extraktu. Naopak hlavní nevýhodou PSE je to, že se vyznačuje malou 
selektivitou vůči analytu. Z  toho důvodu může být spolu se sledovanou složkou 
vyextrahováno mnoho dalších sloučenin obsažených ve vzorku, které mohou ovlivnit 
výsledek extrakce. Další nevýhodou je to, že extrakt může být příliš zředěn, obzvláště pokud 
se použije více extrakčních cyklů, a že je třeba ho po extrakci zkoncentrovat [22]. 
Pracovní postup při extrakci je následující: nejprve se vzorek smíchá s inertním 
materiálem, převede se do extrakční patrony a ta se umístí do přístroje. Následuje předehřátí 
směsi a naplnění patrony rozpouštědlem. Poté následuje statická fáze, ve které je vzorek 
po určitou dobu udržován za daného konstantního tlaku a teploty. Po skončení statické fáze je 
rozpouštědlo obsahující analyt shromážděno do vialky, patrona s matricí je propláchnuta 
rozpouštědlem a prosušena plynným dusíkem. Všechny kroky postupu tvoří dohromady jeden 
extrakční cyklus, který může být v případě potřeby několikrát opakován. Celkový čas 
extrakce se většinou pohybuje mezi 15-45 minutami [22]. 
 
 
 
Obr. 10: Schematické znázornění přístroje pro PSE [25]. 
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2.3.2.2. Mikrovlnná extrakce (MAE) 
Mikrovlnná extrakce je proces, který využívá energii mikrovln k ohřátí směsi vzorku 
a rozpouštědla a tím usnadní oddělení analytu od matrice. V porovnání s tradičními 
extrakčními technikami je výhodami MAE rychlé zahřátí rozpouštědla, a v důsledku toho 
zkrácení doby extrakce (zpravidla 15–30 min), a malá spotřeba rozpouštědla (asi 10–30 ml). 
Další výhodou je možnost extrahovat několik vzorků současně [24, 26]. 
Zahřívání rozpouštědla mikrovlnnou energií závisí na schopnosti rozpouštědla absorbovat 
mikrovlnné záření. Rozpouštědla polární (jako jsou voda nebo methanol) a iontová (obvykle 
kyseliny) silně absorbují mikrovlnnou energii, a proto jsou vhodnými rozpouštědly pro tento 
typ extrakce. Naopak nepolární rozpouštědla (například n-hexan) nejsou pro tuto extrakci 
vhodná, protože mikrovlnné záření neabsorbují, a tudíž nedochází k jejich zahřátí [24].  
Vlastní extrakce se  skládá z několika kroků. Začíná převedením vzorku a vybraného 
rozpouštědla do extrakční patrony (obvykle 1–10 g vzorku a 10–30 ml rozpouštědla). Poté je 
spuštěno mikrovlnné záření a nastává fáze předehřátí rozpouštědla na danou teplotu. Dále 
následuje extrakční (statická) fáze, kdy je vzorek ozařován při konstantní teplotě po určenou 
dobu. Po skončení extrakční fáze je vzorek ochlazen chladicím systémem na laboratorní 
teplotu. Nevýhodou této metody je nutnost filtrace extraktu [26]. 
2.3.2.3. Extrakce ultrazvukem (USE) 
Ultrazvukové vlny jsou zvukové vlny s frekvencí v rozmezí 1 – 16 kHz. Z fyzikálního 
hlediska jsou zvukové vlny mechanickými vibracemi, které ke svému přenosu potřebují 
hmotu. Ultrazvuk při průchodu hmotným prostředím způsobuje rozpínání a následné 
stlačování molekul hmoty. U kapalin dochází při jejich expanzi ke vzniku dutin, které 
následně velice rychle implodují, což způsobí veliký nárůst teploty a tlaku v daném místě 
kapaliny. Pokud je při průchodu ultrazvukových vln v kapalině přítomna pevná látka, imploze 
dutin je v okolí pevné látky asymetrická a v kapalině pak vzniká proudění. Toto proudění 
kapaliny je velice rychlé a umožňuje průnik rozpouštědla do vzorku [27, 28]. 
Tohoto jevu se využívá v analytické chemii především pro úpravu vzorků. Ultrazvuk se 
tradičně používá pro extrakci organických i anorganických látek. Extrakce ultrazvukem je 
často levnou a účinnou metodou, která je vhodná i pro extrakci tepelně nestálých analytů. 
Nejvíce využívané v praxi jsou dva typy zařízení pro ultrazvukovou extrakci: ultrazvukové 
lázně a ultrazvukové sondy. Dále se ultrazvuku využívá při rozpouštění, derivatizaci nebo 
při homogenizaci biologických matric [27]. 
2.3.2.4. Extrakce tuhou fází (SPE) 
Při analýze léčiv z pevných matric se metoda SPE používá k přečištění a zakoncentrování 
analytu po extrakci [23]. Principem této metody je přivedení roztoku analytu do kontaktu 
s tuhým sorbentem, který silně sorbuje analyt, ale co nejméně ostatní složky roztoku [23, 29]. 
Pro tuto extrakci se využívá kolonek o malém objemu, které obsahují většinou miligramy 
až gramy sorbentu, jehož jednotlivé částice mají velikost většinou 50–60 mm. Touto velikostí 
částic je zabezpečen dostatečně velký specifický povrch sorbentu, který je potřebný 
k navázání analytu na sorbent [23, 29]. 
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Pracovní postup při extrakci tuhou fází se skládá ze čtyř hlavních kroků: 
1. Aktivace sorbentu – fáze na povrchu sorbentu se solvatuje rozpouštědlem – zpravidla 
stejným, jaké bude použito na eluci. Aktivace sorbentu je důležitý krok při SPE.  
Nespecifický sorbent se jím specifikuje pro daný analyt a současně se tímto krokem zmenší 
pravděpodobnost zachycení nečistot na sorbentu. Poté je přebytek elučního činidla vymyt 
slabým rozpouštědlem [23, 29]. 
2. Nanesení vzorku – po aktivaci sorbentu následuje nanesení vzorku na sorbent. Roztok 
analytu překape přes sorbent, přičemž rozpouštědlo odejde do odpadu, avšak látky v něm 
obsažené se zachytí na sorbentu [23]. 
3. Promytí vzorku – v některých případech zachycený vzorek obsahuje nečistoty a je 
nutné jej promýt. Vzorek se promývá pomocí slabého rozpouštědla, které vymyje nečistoty, 
ale neeluuje sledované látky [23]. 
4. Eluce vzorku – sledované látky jsou eluovány malým objemem elučního činidla, 
kterým je silné rozpouštědlo [23]. 
2.3.3. Vlastní analýza 
Vlastní analýza léčiv může být provedena několika způsoby. Nejrozšířenější metodou je 
použití vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Dále je možné léčiva analyzovat pomocí 
plynové chromatografie a pomocí elektromigračních metod. 
2.3.3.1. Kapalinová chromatografie 
Kapalinová chromatografie (LC) nebo vysoko účinná kapalinová chromatografie (HPLC) 
je separační metoda založená na rozdílné distribuci složek mezi dvě nemísitelné fáze. Tyto 
fáze se nazývají stacionární a mobilní fáze. Stacionární fáze je nepohyblivá, tvoří ji tuhá látka 
naplněná do kolony. Běžně se používá mnoho druhů stacionárních fází, jakými je například 
oxid křemičitý, porézní grafit, oxid hlinitý, pryskyřice a polymery. Mobilní fáze je pohyblivá 
a tvoří ji kapalina. Jako mobilní fáze se používají méně polární rozpouštědla nebo vodné 
roztoky. Rozpouštědla použitá pro přípravu mobilní fáze musí být propustná pro vlnovou 
délku použitou při detekci [19]. 
Principem chromatografické separace je pohyb vzorku při kontaktu s oběma fázemi. 
Vzorek se umístí na začátek stacionární fáze a pohybem mobilní fáze se rozdělí uvnitř 
stacionární fáze na jednotlivé složky. Složky, které jsou stacionární fází poutány silněji, se v 
ní zadrží nejdéle, a proto jejich retenční čas má vyšší hodnotu než retenční čas složek, které 
jsou ke stacionární fázi poutány slaběji [30]. 
Výsledky chromatografické analýzy jsou po vyhodnocení vyhodnocovacím zařízením 
zobrazeny na chromatogramu. Chromatogram je grafické znázornění veličiny použité jako 
měřítko koncentrace eluované látky v závislosti na čase, objemu nebo vzdálenosti. Tato 
veličina se označuje jako plocha píku. Retenční čas (resp. objem) je čas (resp. objem) 
potřebný pro eluci složky. Tento čas je přesně definovaný polohou vrcholu píku na 
chromatogramu [19]. 
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Schematické znázornění přístroje pro HPLC je uvedeno na Obr. 11. Přístroj pro HPLC se 
skládá z počítače (slouží k řízení zvoleného chromatografického postupu a k vyhodnocování), 
zásobníků mobilní fáze, čerpadla, směšovacího zařízení, zásobníku vzorku, dávkovacího 
zařízení, kolony a detektoru napojeného na vyhodnocovací zařízení. V analytické 
chromatografii se používají převážně náplňové kolony zhotovené z nerezové oceli. Kapalina 
se do kolony čerpá pístovými nebo membránovými čerpadly. Jako detektory se v kapalinové 
chromatografii nejčastěji používají UV/VIS spektrofotometry včetně detektoru diodového 
pole (DAD) a hmotnostní spektrometry. Dále se používají elektrochemické detektory, 
diferenční refraktometry, fluorescenční spektrofotometry a další [19, 30]. 
 
 
 
Obr. 11: Schematické znázornění přístroje pro HPLC [25]. 
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3. EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1. Přístroje, zařízení, software 
• Analytické váhy HR-120, A&D Instruments, Japonsko 
• Ultrazvuková vodní lázeň, typ Teson 4, Tesla, ČR 
• Přístroj pro zrychlenou extrakci rozpouštědlem onePSE, Applied Separations, USA 
• Přístroj pro mikrovlnnou extrakci Microwave Reaction System, Multiwave 3000, 
Anton Paar 
• Rotační vakuová odparka RVO Büchi Rotavapor R-205 s vodní lázní B-490 a s 
elektronickým řízením vakua V-800, Laboratortechnik AG, Švýcarsko 
• SPE kolonky: Supelclean envi-18, 6 ml, Supelco, USA 
• Cronus Syringe Filter PTFE, 13 mm 0,45 µm, Lavicom, UK 
• Kapalinový chromatograf Agilent 1100 Series, Agilent, USA 
• Kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18, velikost 2,1 x 150 mm, velikost částic 3,5 mm 
• Detektor diodového pole: zdrojem světla je deuteriová a wolframová lampa, 1024 
fotodiod, vlnový rozsah 190 až 950 nm, programovatelná šířka štěrbiny 1 až 16 mm 
• Běžné laboratorní vybavení 
3.2. Používané chemikálie a standardy 
3.2.1. Chemikálie 
• Kyselina mravenčí, Riedel – de Haen, Sigma – Aldrich, GmbH, PA 
• Methanol, pro HPLC, Lach-Ner, Neratovice, ČR 
• Acetonitril, CHROMASOLV, for HPLC gradient grade, Sigma – Aldrich 
• Ultračistá (MilliQ) voda 
• Hydromatrix, Spe-ed PSE Matrix, Applied Separations, PA 
3.2.2. Standardy 
• Sulfathiazol, Sigma–Aldrich 
• Sulfapyridin, čistota ≥ 99 %, Sigma–Aldrich 
• Sulfamethazin, čistota ≥ 99 %, Sigma–Aldrich 
• Sulfamethoxazol, Sigma–Aldrich 
• Sulfamerazin, čistota ≥ 98 %, Sigma–Aldrich 
3.3. Sledovaná matrice 
Sledovanou matricí byl hlinitý sediment odebraný na řece Svratce ve Štěpánově 
nad Svratkou a vysušený kal z Městské velkokapacitní čistírny odpadních vod (ČOV) Brno-
Modřice. 
[25] 
 
3.4. Sledované analyty 
Sledovanými analyty byla léčiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol, 
sulfapyridin a sulfathiazol, která jsou popsaná v kapitolách 2.2.2.1 – 2.2.2.5. 
3.5. Pracovní postupy 
3.5.1. Odběry vzorků 
Řeka Svratka, Štěpánov nad Svratkou, okr. Žďár nad Sázavou: 
Typ vzorku:  hlinitý sediment 
Místo odběru: cca 200 m před obcí, most, uprostřed toku 
GPS souřadnice: 49°30'41.291"N, 16°20'20.576"E 
Datum a čas odběru: 4. 10. 2010; 11:40 
Počasí: mírný vítr, zataženo 
Teplota vzduchu: 13,4 °C 
Teplota vody: 12,2 °C (v hloubce odběru) 
Hloubka vzorku: cca 30 cm od hladiny 
pH vzorku: 6,8 
Barva vzorku: hnědá, lehce nažloutlá 
Pach vzorku: bez konkrétního zápachu 
Vzorkovací zařízení: hloubkový vzorkovač, firma OPTING service 
Vzorkovnice:  1 litrové plastové 
Uchování vzorku:  skladovány v lednici při teplotě 5 °C 
 
Městská velkokapacitní čistírna odpadních vod (ČOV) Brno-Modřice: 
Typ vzorku: vysušený kal 
Odběr:  ráno (cca v 7 hodin) 
Vzorkovnice:  1 litrové plastové 
Uchování vzorku:  skladovány v lednici při teplotě 5 °C 
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3.5.2. Úprava vzorků a izolace analytů 
3.5.2.1. Zrychlená extrakce rozpouštědlem PSE 
Rozpouštědlo:  methanol 
Teplota:  60 °C 
Tlak:  120 bar 
Počet cyklů:  2 
Doba statické fáze:  5 minut 
Proplach rozpouštědlem:  20 sekund 
Sušení dusíkem:  1 minuta 
3.5.2.2. Mikrovlnná extrakce MAE 
Rozpouštědlo:  methanol 
Objem rozpouštědla: 15 ml 
Výkon: 800 W 
Teplota:  115 °C 
Doba zahřívání: 10 minut 
Doba statické fáze:  10 minut 
Doba chlazení:  20 minut 
Filtrace:  papírové skládané filtry 
3.5.2.3. Extrakce ultrazvukem 
Rozpouštědlo:  methanol 
Objem rozpouštědla: 20 ml 
Ultrazvuk:  20 minut 
Filtrace:  papírové skládané filtry 
3.5.2.4. Extrakce tuhou fází SPE 
Typ SPE kolonky:  ENVI–18 SPE Tubes 
Kondicionace kolonky: 2 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu  
 2 ml 5% methanolu 
Aplikace vzorku:  6 – 7 ml vzorku po extrakci, rozpuštěný v 0,1 % HCOOH 
Sušení proudem vzduchu: 10 minut 
Promytí sorbentu:  2 ml 5% methanolu 
Eluce analytu:  5 ml 0,1 M kyseliny mravenčí v methanolu 
3.5.3. Analýza vzorků a standardů 
Analýza reálných vzorků a standardů léčiv byla provedena pomocí vysokoúčinné 
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole (HPLC-DAD). Pro stanovení byla 
využita kolona ZORBAX Eclipse XDB-C18 (2,1 x 150 mm, velikost částic 3,5 mm). 
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3.5.4. Chromatografické podmínky analýzy 
Mobilní fáze:  0,01 M kyselina mravenčí, methanol 
Průtok mobilní fáze:  0,15 ml/min 
Gradient mobilní fáze:  t0 = 30 % MeOH, t3 = 40 % MeOH, t6 = 80 MeOH %, 
t8 = 100 % MeOH 
Teplota kolony:  20 °C 
Vlnová délka detekce:  270 nm 
Celková délka analýzy:  12 minut 
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4. VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1. Sestrojení kalibračních přímek sledovaných léčiv 
Pro vyhodnocení výtěžnosti léčiv při různých extrakčních metodách a stanovení léčiv 
v reálných vzorcích bylo nejprve nutné sestrojit kalibrační závislosti plochy píku 
na koncentraci léčiva. Kalibrační roztoky o koncentracích 0,05; 0,10; 0,15; 0,20 a 0,25 g/l 
byly připraveny ze standardů léčiv. Léčiva byla rozpuštěna v roztoku 0,1 M kyseliny 
mravenčí v methanolu.  
4.1.1. Kalibrační křivka sulfamerazinu 
Graf č. 1 znázorňuje kalibrační závislost plochy píku na koncentraci pro léčivo 
sulfamerazin, rovnici regrese a faktor spolehlivosti R. 
 
Graf 1: Kalibrační křivka sulfamerazinu. 
Rovnice regrese: y = 23 885,4x – 69,05 
Faktor spolehlivosti: R2 = 0,9976 
4.1.2. Kalibrační křivka sulfamethazinu 
V grafu č. 2 je uvedena kalibrační křivka, rovnice regrese a faktor spolehlivosti R pro 
sulfamethazin.  
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Graf 2: Kalibrační křivka sulfamethazinu. 
Rovnice regrese: y = 24 316,0x + 199,20 
Faktor spolehlivosti: R2 = 0,9999 
4.1.3. Kalibrační křivka sulfamethoxazolu 
Kalibrační křivka, rovnice regrese a faktor spolehlivosti R pro sulfamethoxazol jsou 
znázorněny v Grafu č. 3. 
 
Graf 3: Kalibrační křivka sulfamethoxazolu. 
Rovnice kalibrace: y = 23 838,0x + 105,11 
Faktor spolehlivosti: R2 = 0,9997 
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4.1.4. Kalibrační křivka sulfapyridinu 
Graf č. 4 znázorňuje kalibrační závislost plochy píku na koncentraci, rovnici regrese 
a faktor spolehlivosti R pro léčivo sulfapyridin.  
 
Graf 4: Kalibrační křivka sulfapyridinu. 
Rovnice kalibrace: y = 22 211,4x – 67,81 
Faktor spolehlivosti: R2 = 0,9996 
4.1.5. Kalibrační křivka sulfathiazolu 
Kalibrační křivka sulfamethoxazolu, rovnice její regrese a faktor spolehlivosti R jsou 
uvedeny v Grafu č. 5. 
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Graf 5: Kalibrační křivka sulfathiazolu. 
Rovnice kalibrace: y = 18 635,4x – 150,56 
Faktor spolehlivosti: R2 = 0,9998 
4.2. Extrakce léčiv ze sedimentu a kalu 
Pro optimalizaci podmínek extrakce sulfonamidů se sedimentu a kalu byly vybrány tři 
metody extrakce, a to PSE, MAE a USE. Pro stanovení výtěžnosti léčiv při jednotlivých 
extrakcích byly použity standardy vybraných sulfonamidů (sulfamerazinu, sulfamethazinu, 
sulfamethoxazolu, sulfapyridinu a sulfathiazolu). Standardy byly rozpuštěny v roztoku 0,1 M 
kyseliny mravenčí v methanolu. Koncentrace připraveného vzorku byla 0,1 mg/ml. 
Dále byla vypočítána směrodatná odchylka výtěžností léčiv pomocí funkce SMODCH 
v programu Microsoft Excel a relativní směrodatná odchylka podle vztahu (1): 
                                                       %100⋅=
x
SS r ,                                                     (1) 
kde S je směrodatná odchylka a x  je aritmetický průměr hodnot výtěžností. 
4.2.1. Zrychlená extrakce rozpouštědlem PSE 
Při zrychlené extrakci rozpouštědlem byla léčiva extrahována za vysokého tlaku 
a zvolených teplot, jako extrakční činidlo byl zvolen čistý methanol. Přesné podmínky 
extrakce jsou uvedeny v Tab. 3. Pro optimalizaci extrakční metody bylo vyzkoušeno několik 
kombinací hodnot tlaku a teploty. Léčiva ze sedimentu byla extrahována při tlaku 
120 a 140 bar a teplotách 40, 50 a 60 °C. Výtěžnosti léčiv ze sedimentu byly nejvyšší 
při teplotě 60 °C, a proto byla tato teplota zvolena i pro extrakci z kalu. Kal byl v tomto 
případě extrahován při tlaku 120 a 140 bar a teplotě 60 °C. 
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Tab. 3: Použité podmínky při extrakci PSE. 
Rozpouštědlo methanol 
Teplota 40, 50, 60 °C 
Tlak 120, 140 bar 
Počet cyklů 2 
Doba statické fáze 5 min 
Proplach rozpouštědlem 20 s 
Sušení dusíkem 1 min 
4.2.1.1. Postup pro extrakci 
Pro stanovení výtěžnosti extrakce léčiv musel být vzorek sedimentu nebo kalu nejprve 
vyčištěn. Bylo naváženo 15 g vzorku a smícháno s  5 g hydromatrix. Tato směs byla 
převedena do extrakční patrony a extrahována podle podmínek uvedených v Tab. 3. 
Po skončení extrakce byla směs vzorku s hydromatrix vysušena při laboratorní teplotě. Tímto 
byl vzorek připraven pro stanovení výtěžností léčiv. Připravená směs byla poté opět 
převedena do extrakční patrony a bylo k ní přidáno 2,5 ml roztoku léčiv o koncentraci 0,1 
mg/ml. Extrakce léčiv probíhala při stejných podmínkách jako čištění vzorku.  
4.2.1.2. Výtěžnost léčiv ze sedimentu při tlaku 120 bar 
• Teplota 40 °C 
Výtěžnost léčiv při teplotě 40 °C a tlaku 120 bar se pohybovala v rozmezí 54,58 – 
83,44 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 4. 
Tab. 4: Výtěžnosti léčiv při extrakci PSE (120 bar, 40 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 49,86 55,96 57,93 54,58 3,4 6,29 
sulfapyridin 54,87 66,93 66,40 62,74 6,0 8,88 
sulfamethazin 52,62 58,05 58,74 56,47 2,7 4,85 
sulfamerazin 77,56 91,29 81,47 83,44 6,1 6,92 
sulfamethoxazol 65,84 75,15 77,29 72,76 5,0 6,83 
• Teplota 50 °C 
Výtěžnost léčiv při teplotě 50 °C a tlaku 120 bar se pohybovala v rozmezí 56,67 – 
76,64 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 5. 
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Tab. 5: Výtěžnosti léčiv při extrakci PSE (120 bar, 50 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 48,97 61,97 59,08 56,67 5,5 9,83 
sulfapyridin 58,86 69,98 68,15 65,66 5,2 7,42 
sulfamethazin 57,30 68,06 66,24 63,87 4,7 7,36 
sulfamerazin 69,00 83,33 76,18 76,17 6,2 7,68 
sulfamethoxazol 68,04 81,78 80,09 76,64 6,1 7,98 
• Teplota 60 °C 
Výtěžnost léčiv ze sedimentu při teplotě 60 °C a tlaku 120 bar se pohybovala v rozmezí 
57,72 – 80,35 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 6. 
Tab. 6: Výtěžnosti léčiv ze sedimentu při extrakci PSE (120 bar, 60 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 52,25 61,07 59,84 57,72 3,9 6,76 
sulfapyridin 63,64 74,49 72,91 70,35 5,1 6,81 
sulfamethazin 62,44 75,31 72,14 69,96 5,5 7,82 
sulfamerazin 73,27 80,22 83,54 79,01 4,5 5,42 
sulfamethoxazol 74,74 82,34 83,97 80,35 4,0 5,01 
4.2.1.3. Výtěžnost léčiv z kalu při tlaku 120 bar 
• Teplota 60 °C 
Výtěžnost léčiv z kalu při teplotě 60 °C a tlaku 120 bar se pohybovala v rozmezí 12,45 – 
41,57 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 7. 
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Tab. 7: Výtěžnosti léčiv z kalu při extrakci PSE (120 bar, 60 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 11,41 12,69 13,24 12,45 0,8 6,16 
sulfapyridin 25,03 25,94 29,35 26,78 2,0 6,94 
sulfamethazin 36,94 44,84 42,94 41,57 3,4 8,10 
sulfamerazin 25,74 30,84 29,14 28,58 2,2 7,42 
sulfamethoxazol 17,50 20,36 18,33 18,73 1,2 6,42 
4.2.1.4. Výtěžnost léčiv ze sedimentu při tlaku 140 bar 
• Teplota 40 °C 
Výtěžnost léčiv při teplotě 40 °C a tlaku 140 bar se pohybovala v rozmezí 48,87 – 
75,20 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 8. 
Tab. 8: Výtěžnosti léčiv při extrakci PSE (140 bar, 40 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 51,01 45,37 50,22 48,87 2,5 5,10 
sulfapyridin 77,61 69,01 75,85 74,15 4,0 5,00 
sulfamethazin 76,95 71,10 77,55 75,20 2,9 3,87 
sulfamerazin 64,86 60,37 63,68 62,97 2,0 3,02 
sulfamethoxazol 65,87 59,70 63,29 62,95 2,5 4,02 
• Teplota 50 °C 
Výtěžnost léčiv při teplotě 50 °C a tlaku 140 bar se pohybovala v rozmezí 45,35 – 
73,42 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 9. 
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Tab. 9: Výtěžnosti léčiv při extrakci PSE (140 bar, 50 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 47,23 40,49 48,33 45,35 3,4 7,64 
sulfapyridin 70,82 61,72 75,54 69,36 6,1 8,27 
sulfamethazin 76,42 65,16 78,69 73,42 5,9 8,06 
sulfamerazin 60,69 55,19 61,75 59,21 3,0 4,86 
sulfamethoxazol 60,61 52,98 60,34 57,98 3,5 6,09 
• Teplota 60 °C 
Výtěžnost léčiv ze sedimentu při teplotě 60 °C a tlaku 140 bar se pohybovala v rozmezí 
48,36 – 80,28 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 10. 
Tab. 10: Výtěžnosti léčiv ze sedimentu při extrakci PSE (140 bar, 60 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 49,59 48,64 46,86 48,36 1,1 2,34 
sulfapyridin 77,44 76,96 75,82 76,74 0,7 0,88 
sulfamethazin 80,83 80,68 79,35 80,28 0,7 0,83 
sulfamerazin 63,28 62,84 61,30 62,47 0,9 1,36 
sulfamethoxazol 61,03 61,04 59,40 60,49 0,8 1,28 
4.2.1.5. Výtěžnost léčiv z kalu při tlaku 140 bar 
• Teplota 60 °C 
Výtěžnost léčiv z kalu při teplotě 60 °C a tlaku 140 bar se pohybovala v rozmezí 8,44 – 
29,17 %. Hodnoty všech výtěžností a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 11. 
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Tab. 11: Výtěžnosti léčiv z kalu při extrakci PSE (140 bar, 60 °C). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 8,11 8,45 8,76 8,44 0,3 3,15 
sulfapyridin 23,79 20,29 22,80 22,29 1,6 6,61 
sulfamethazin 32,16 27,39 27,96 29,17 2,1 7,29 
sulfamerazin 28,24 28,38 29,07 28,56 0,4 1,28 
sulfamethoxazol 15,92 15,05 14,83 15,27 0,5 3,09 
4.2.2. Mikrovlnná extrakce MAE 
Mikrovlnná extrakce probíhala za podmínek popsaných v Tab. 12. Pro extrakci léčiv 
ze sedimentu byl jako extrakční činidlo použit methanol a acetonitril, pro extrakci z kalu byl 
použit pouze methanol. 
Tab. 12: Použité podmínky při extrakci MAE. 
Rozpouštědlo methanol, acetonitril 
Teplota 115 °C 
Objem rozpouštědla 15 ml 
Výkon 800 W 
Doba zahřívání 10 min 
Doba statické fáze 10 min 
Doba chlazení 20 min 
Nejprve byl za daných podmínek extrakce vzorek vyčištěn. Byly naváženy 2 g vzorku, 
převedeny do extrakční patrony a přelity 15 ml rozpouštědla. Po skončení extrakce bylo nutné 
zařadit krok filtrace vzorku přes skládané papírové filtry. Vzorek zbavený rozpouštědla byl 
vysušen při laboratorní teplotě a takto připravený byl použit pro stanovení výtěžnosti léčiv. 
Extrakce standardů léčiv probíhala stejným způsobem jako čištění vzorku, jen bylo do vzorku 
přidáno 2,5 ml roztoku léčiv o koncentraci 0,1 mg/ml. 
4.2.2.1. Výtěžnost léčiv při použití methanolu 
• Výtěžnost léčiv ze sedimentu 
Výtěžnost léčiv se pohybovala v rozmezí 37,83 – 66,27 %. Hodnoty všech výtěžností 
a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 13. 
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Tab. 13: Výtěžnosti léčiv ze sedimentu při extrakci MAE (methanol). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 37,12 34,92 41,45 37,83 2,7 7,17 
sulfapyridin 61,65 64,37 72,80 66,27 5,1 7,16 
sulfamethazin 50,47 53,87 61,43 55,26 4,6 8,29 
sulfamerazin 59,77 50,12 61,07 56,99 5,2 8,58 
sulfamethoxazol 53,97 46,11 54,98 51,69 4,0 7,67 
• Výtěžnost léčiv z kalu 
Výtěžnost léčiv se pohybovala v rozmezí 25,83 – 49,33 %. Hodnoty všech výtěžností 
a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 14. 
Tab. 14: Výtěžnosti léčiv z kalu při extrakci MAE (methanol). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 24,25 27,78 25,47 25,83 1,4 5,66 
sulfapyridin 41,28 48,72 50,19 46,73 4,2 8,34 
sulfamethazin 49,93 44,55 53,51 49,33 3,7 7,47 
sulfamerazin 48,62 51,30 42,19 47,37 4,1 8,07 
sulfamethoxazol 31,27 31,88 26,45 29,87 2,4 8,13 
4.2.2.2. Výtěžnost léčiv při použití acetonitrilu 
• Výtěžnost léčiv ze sedimentu 
Výtěžnost léčiv se pohybovala v rozmezí 15,28 – 37,38 %. Hodnoty všech výtěžností 
a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 15. 
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Tab. 15: Výtěžnosti léčiv při extrakci MAE (acetonitril). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 17,04 13,46 15,35 15,28 1,4 9,56 
sulfapyridin 40,84 33,58 37,72 37,38 3,2 7,96 
sulfamethazin 31,02 25,89 28,25 27,84 2,1 7,38 
sulfamerazin 39,33 32,63 36,94 36,30 2,9 7,64 
sulfamethoxazol 29,25 26,56 29,69 28,50 1,4 4,86 
• Výtěžnost léčiv z kalu 
Na základě výsledků výtěžnosti léčiv ze sedimentu bylo použití acetonitrilu jako 
extrakčního činidla vyhodnoceno jako nevhodné, protože výtěžnost léčiv při daných 
podmínkách byla velmi nízká. Léčiva z kalu proto nebyla za těchto podmínek extrahována.  
4.2.3. Extrakce ultrazvukem 
Při extrakci léčiv ze sedimentu pomocí ultrazvuku byl také jako extrakční činidlo použit 
methanol a acetonitril. Nejprve byl extrakt vyčištěn podle podmínek uvedených v Tab. 16 
a dále byly extrahovány standardy léčiv (2,5 ml roztoku o koncentraci 0,1 mg/ml). 
Pro extrakci bylo naváženo 15 g vzorku sedimentu. Vzorek byl přelit 20 ml extrakčního 
činidla a vystaven působení ultrazvukových vln po dobu 20 min. Poté byl vzorek zfiltrován 
na skládaný papírový filtr. 
Tab. 16: Použité podmínky při extrakci USE. 
Rozpouštědlo methanol, acetonitril 
Objem rozpouštědla 20 ml 
Ultrazvuk 20 min 
4.2.3.1. Výtěžnost léčiv ze sedimentu při použití methanolu 
Výtěžnost léčiv se pohybovala v rozmezí 20,36 – 41,97 %. Hodnoty všech výtěžností 
a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 17. 
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Tab. 17: Výtěžnosti léčiv při extrakci USE (methanol). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 22,24 19,07 19,76 20,36 1,3 6,68 
sulfapyridin 40,09 38,62 47,21 41,97 4,0 8,94 
sulfamethazin 38,24 33,53 40,69 37,48 3,0 7,93 
sulfamerazin 39,33 42,69 41,55 41,19 1,5 3,38 
sulfamethoxazol 31,80 32,30 35,91 33,34 1,8 5,49 
4.2.3.2. Výtěžnost léčiv ze sedimentu při použití acetonitrilu 
Výtěžnost léčiv se pohybovala v rozmezí 0,75 – 24,73 %. Hodnoty všech výtěžností 
a směrodatných odchylek jsou uvedeny v Tab. 18. 
Tab. 18: Výtěžnosti léčiv při extrakci USE (acetonitril). 
výtěžnost [%] 
léčivo 
vzorek 1 vzorek 2 vzorek 3 průměr 
S 
[µg/ml] 
Sr 
[%] 
sulfathiazol 0,69 0,81 0,76 0,75 0,05 6,55 
sulfapyridin 19,15 16,93 17,28 17,79 1,04 5,49 
sulfamethazin 8,21 8,13 8,74 8,36 0,27 3,24 
sulfamerazin 27,11 23,40 23,67 24,73 1,79 6,84 
sulfamethoxazol 13,78 14,99 16,76 15,18 1,23 8,08 
4.2.3.3. Výtěžnost léčiv z kalu 
Všechny výtěžnosti léčiv při extrakci ze sedimentu byly nižší než 50 %. Z tohoto důvodu 
byla extrakce ultrazvukem posouzena jako nevhodná metoda a extrakce léčiv z kalu nebyla 
prováděna.  
4.3. Extrakce tuhou fází SPE 
Pro přečištění extraktů ze sedimentu i kalu byla použita SPE metoda. Postup práce je 
popsán v kapitole 2.3.2.4. Byla použita metoda optimalizovaná pro sulfonamidy, která byla 
převzatá z diplomové práce [31]. Výtěžnosti léčiv se pohybují v rozmezí 99,07 – 105,06 %. 
Tyto hodnoty jsou uvedeny ve zmiňované diplomové práci. 
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4.4. Analýza léčiv pomocí kapalinové chromatografie 
Pro stanovení sulfonamidů v sedimentu a kalu byla použita kapalinová chromatografie 
s detektorem diodového pole. Byla použita optimalizovaná metoda z disertační práce, která 
bude předložena k obhajobě v roce 2012. Podmínky analýzy jsou uvedeny v kapitole 3.5.4. 
Chromatogram je uveden na Obr. 12, retenční časy použitých léčiv jsou uvedeny v Tab. 19. 
Tab. 19: Retenční časy léčiv. 
Léčivo Čas [min] 
STZ – sulfathiazol 4,6 
SPY – sulfapyridin 5,1 
SMT – sulfamethazin 5,9 
SMR – sulfamerazin 8,4 
SMX – sulfamethoxazol 11,5 
 
 
 
Obr. 12: Chromatogram léčiv při daných podmínkách analýzy. 
4.5. Reálné vzorky 
Vypracovaná metoda pro extrakci sulfonamidů ze sedimentů a kalů z čistíren odpadních 
vod byla použita pro reálné vzorky sedimentu a kalu popsané v kapitole 3.5.1. V těchto 
reálných vzorcích byla sledována léčiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol, 
supfapyridin a sulfathiazol.  
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Byly vypočteny meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) každého léčiva podle 
vztahů (2) a (3): 
                                                          
N
S
cLOD ⋅= 3 ,                                                    (2) 
                                                         
N
S
cLOQ ⋅= 10 ,                                                       (3) 
kde c je nejnižší možná stanovená koncentrace analytu, S je výška píku léčiva při této 
koncentraci a N je průměrná výška píku šumu. 
4.5.1. Reálný vzorek sedimentu 
Léčiva ze sedimentu byla extrahována metodou zrychlené extrakce rozpouštědlem 
při tlaku 120 bar a teplotě 60 °C. Tato metoda byla vyhodnocena jako nejvhodnější 
pro extrakci léčiv ze sedimentu. Extrakt byl přečištěn pomocí SPE metody. Léčiva byla 
stanovena pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole. 
V Tab. 20 jsou uvedeny vypočítané meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivá 
léčiva. 
Tab. 20: Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) vybraných léčiv pro reálný 
vzorek sedimentu. 
Léčivo LOD [µg/l] LOQ [µg/l] 
STZ 69,86 232,88 
SPY 92,73 309,09 
SMT 69,39 231,29 
SMR 71,33 237,76 
SMX 41,46 138,21 
 
Léčiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol a supfapyridin nebyla metodou 
zjištěna, jejich koncentrace v reálném sedimentu byla pravděpodobně příliš nízká, nebo se 
v něm léčiva vůbec nenacházela. Sulfathiazol zjištěn byl, ovšem jeho koncentrace se 
nacházela pod mezí stanovitelnosti. 
4.5.2. Reálný vzorek kalu 
Léčiva byla z kalu extrahována metodou mikrovlnné extrakce s  methanolem jako 
extrakčním rozpouštědlem. Tato metoda byla vyhodnocena jako nejvhodnější pro extrakci 
léčiv z kalu. Extrakt byl přečištěn pomocí SPE metody. Léčiva byla stanovena pomocí 
vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole. 
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V Tab. 21 jsou uvedeny vypočítané meze detekce a meze stanovitelnosti pro jednotlivá 
léčiva. 
Tab. 21: Meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) vybraných léčiv pro reálný 
vzorek kalu. 
Léčivo LOD [µg/l] LOQ [µg/l] 
STZ 302,05 1006,85 
SPY 400,91 1336,36 
SMT 300,00 1000,00 
SMR 308,39 1027,97 
SMX 179,27 597,56 
 
V použitém vzorku kalu nebylo danou metodou zjištěno žádné z  léčiv. Je možné 
předpokládat, že sledovaná léčiva se v kalu nacházela, ovšem v tak nízkých koncentracích, 
které nebylo možné metodou zjistit.  
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5. ZÁVĚR 
Předložená bakalářská práce se zabývala výskytem reziduí sulfonamidových antibiotik 
v sedimentech a kalech z čistíren odpadních vod. Ze skupiny sulfonamidů byla k posouzení 
vybrána léčiva sulfamerazin, sulfamethazin, sulfamethoxazol, sulfapyridin a sulfathiazol; a to 
především z důvodu jejich hojného používání v humánní i veterinární medicíně. Cílem 
bakalářské práce bylo vypracování optimální metody pro extrakci vybraných sulfonamidů ze 
sedimentů a kalů z čistíren odpadních vod a následně její použití pro reálné vzorky sedimentu 
a kalu.  
Pro optimalizaci byly vybrány tři extrakční postupy, a to zrychlená extrakce 
rozpouštědlem, mikrovlnná extrakce a extrakce ultrazvukem. Pro extrakci léčiv ze sedimentu 
se jako nejvhodnější jevila metoda s použitím zrychlené extrakce rozpouštědlem při tlaku 120 
bar a teplotě 60 °C. Výtěžnosti léčiv se při této metodě pohybovaly v rozmezí 57,72 – 
80,35 %. Pro extrakci léčiv z kalu bylo dosaženo nejvyšších výtěžností při použití mikrovlnné 
extrakce s methanolem jako extrakčním rozpouštědlem, kdy se výtěžnosti léčiv pohybovaly 
v rozmezí 25,83 – 49,33 %. Výtěžnosti jednotlivých léčiv při extrakci z kalu byly výrazně 
nižší než výtěžnosti dosažené při extrakci ze sedimentů. Pravděpodobně v tomto případě 
dochází k adsorbci části léčiv na kal, a nelze proto vyloučit ani možný vznik derivátů. 
Pro přečištění extraktu byla použita optimalizovaná metoda SPE. Vzorky byly následně 
analyzovány pomocí vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole.  
Vypracovaná metoda byla použita pro stanovení vybraných léčiv v reálných vzorcích 
sedimentu a kalu. Léčiva z  reálného vzorku sedimentu byla extrahována metodou zrychlené 
extrakce rozpouštědlem při tlaku 120 bar a teplotě 60 °C. Léčiva sulfamerazin, sulfamethazin, 
sulfamethoxazol a sulfapyridin nebyla metodou zjištěna. Sulfathiazol zjištěn byl, avšak jeho 
koncentrace se nacházela pod mezí stanovitelnosti. Z reálného vzorku kalu byla léčiva 
extrahována pomocí mikrovlnné extrakce s methanolem jako extrakčním rozpouštědlem. 
Sledovaná léčiva se v kalu buď vůbec nenacházela, nebo byla jejich koncentrace příliš nízká. 
Použitou metodou nebylo prokázáno žádné z léčiv.  
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7. SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ 
ATB Antibiotika 
ČOV Čistírna odpadních vod 
DAD Detektor diodového pole 
DNA Deoxyribonukleová kyselina 
GC Plynová chromatografie 
GPC Gelová permeační chromatografie 
HPLC Vysokoúčinná kapalinová chromatografie 
HPLC-DAD Spojení vysokoúčinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole 
LC Kapalinová chromatografie 
MAE Mikrovlnná extrakce 
PAB p-aminobenzoová kyselina 
PSE Zrychlená extrakce rozpouštědlem 
RNA Ribonukleová kyselina 
SMR Sulfamerazin 
SMT Sulfamethazin 
SMX Sulfamethoxazol 
SPY Sulfapyridin 
STZ Sulfathiazol 
 
 
 
